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Prufungsantrag genn. S 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren und Vorrichtung zum ortsaufgelosten fluoreszenzoptischen Nachweis von auf einerOberflache eines 
planaren Tragers immobilisierten Substanzen 

@ Die Erfindung betrtfft ein Verfahren und eine Vorrich- 
tung zum ortsaufgelosten fluoreszenzoptischen Nach- 
weis von auf einer Oberflache eines Biochips immobili- 
sierten Substanzen. Die Erfindung betrifft insbesondere 
einen Fluoreszer^scannor 10 mit einem Puislaser 11, der 
einen Anregungslichtstrahl 12 aussendet, welcher auf die 
Oberflache eines Biochips 15 fokussiert wlrd. Die Oberfla- 
che des Biochips 15 wird abgetastet und das von der 
Oberflache emittierte Fluoreszenzlicht mittels eines De- 
tektors 25 ortsaufgelost gemessen. Durch zeitliche Korre- 
lation der einzelnen AnregUngsimpulse und der entspre- 
chenden Fluoreszenzlichtimpulse kann das detektierte 
Fiuoreszenzsignal effektiv von Reflexionen der Oberfla- 
che des Biochips und/oder von Streulichtanteilen sepa- 
■ riert werden. Damit konnen sehr schwache Fluoreszenzsi- 

Cgnata mit hoher raumlicher und zeitlicher Auflosung ge- 
messen werden. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vor- 
richtung zum ortsaufgelosten fluoreszenzoptischen Nach- 
weis von auf einer Oberflache eines planaren Tragcrs immo- 
bilisierten Substanzen. 

[0002] Das Erkennen bestimmter genetischer Informatio- 
nen ist eine elementare molekularbiologische Aufgabenstel- 
lung, zu deren Losung bereits cine groBe Zahl unterschied- 
lichster Methoden vorgeschlagen wurde. Kann eirie ge- 
suchte genetische Information auf bestimmte Nukleinsaure- 
sequenzen (im folgenden als Targetsequenzen oder Targets 
bezeichnet) zuruckgefUhrt werden, benutzt man in vielen 
Fallen sogenannte Oligonukleotidsonden, deren Nuklein- 
sauresequenzen zu den Targetsequenzen komplementar 
sind. Aufgrund ihrer Komplementaritat konnen die Oligo- 
nukleotidsonden und die Targetsequenzen spezifisch hybri- 
disieren, so daB man die gesuchten Targetsequenzen in ei- 
nem Pool umfangreicher und komplexer genetischer Infor- 
mationen identifizieren und qualitativ und/oder quantitativ 
analysieren kann. 

[0003] Klassische Anwendungen dieser Art smd Nort- 
hern- und Southern-Blots, sowie die in-situ Hybridisierung. 
Dazu werden die Proben in der Kegel zweckgerecht vorbe- 
reitet und mil Hilfe definierter Oligonukleotidsonden unter- 
sucht. Bei herkonunlichen Anwendungen dieser Art smd 
ublicherweise die Oligonukleotidsonden markiert und kon- 
nen so, abhangig von der gewahlten Markierung, detektiert 
werden. Dies ist erforderlich, um probengebundene Sonden, 
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scheiden zu konnen, sind unterschiedUche, d. h. nicht mter- 
ferierende Markierungen und in der Folge auch unterschied- 
liche Detektionssysteme erforderlich, Der damit verbundene 
Aufwand stoBt spatestens bei Multi-Parameter- Analysen an 
die Grenzen der Praktikabilitat. tt- • u 

[0008] Entscheidende Vorteile bietcn in dieser Hmsicht 
Testanordnungen mit immobiUsierten OUgonukleotidson- 
den, d. h. Sonden, die an einen festen Trager fixiert smd. Um 
bei derartigen Systemen eine Bindung von Probe und Sonde 
erkennen zu konnen. wird in diesen FaUen meist die Probe 
und nicht die Sonde markiert. Unter einem festen Trager 
versteht man dabei ein Material mit stanrer oder halbstarrer 
Oberflache. Bei derartigen TVagern kann es sich beispiels- 
weise um Partikel, Strange, insbesondere Faserbundel, 
spharische Korper, wie Kugeln oder Kiigelchen (sogenannte 
"beads"), Fallungsprodukte, Gele, Blatter, Rohren, Behalt- 
nisse. KapiUarrohrchen, Scheiben, Folien oder Flatten han- 
deln. Am weitesten verbreitet sind inzwischen jedoch pla- 
nare, d. h. cbene Trager. 

[0009] Soli eine Probe mittels mehrerer Sonden nut unter- 
schiedlicher Spezifitat untersucht werden, so werden die-- 
Sonden ublicherweise auf einem gemeinsamen Trager . 
angeordnet, daB jede Sondenart, also beispielsweise erne be- 
stimmte OUgonukleotidsonde mit bekannter Sequenz, ei- 
nem bestimmten Feld eines zweidimensionalen Feldmusters 
(allgemein als "Array" bezeichnet) auf dem Trager zugeord- 
net wird. Die Feststellung, ob und/oder gegebenenfalls in 
welchem MaBe die markierte Probe an ein bestinuntes Feld 
bindet, erlaubt Ruckschliisse auf die zur Sonde dieses Feldes 
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haben, erkennen zu konnen. Zur Markierung von OUgonu- 
kleotidsonden stehen dem Fachmann verschiedenste Metho- 
den zur Verfugung. 

[0004] Zur Markierung der Sonden werden Substanzen, 
sog. Marker, eingesetzt, die mit Hilfe geeigneter Nachweis- 
methoden identifiziert werden konnen. Weit verbreitet sind 
insbesondere radioaktive Marker, Bio- oder Chemilummes- 
zenzmarker, sowie Fluoreszenzmarker. 
[0005] Dabei haben insbesondere Fluoreszenzmethoden 
in der chemischen und biologischen Analytik und Diagno- 
stik einen hohen Stellenwert. Es handelt sich dabei um eine 
sehr nachweisstarke Methode, die ohne Radioaktivitat und, 
falls erforderlich, ohne toxische Substanzen auskonmit. Die 
als Marker verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sind vergh- 
chen mit Radioisotopen bei entsprechender Lagerung prak- 
tisch unbegrenzt haltbar. Es existieren heute empfindUche 
Detektionssysteme, die schon den Nachweis einzelner fluo- 
reszierender Molekule ermogUchen. AuBerdem existiert 
eine Vielfalt unterschiedlichster Huoreszenzfarbstoffe, so 
daB fur die meisten Wellenlangenbereiche im sichtbaren 
Spektrum, aber auch im angrenzenden uluravioletien und in- 
fraroten Spektralbereich auf geeignete Huoreszenzmarker 
zuriickgegriffen werden kann. Haufig konnen bei einer Mes- 
sung sogar mehrere Fluoreszenzfarbstoffe mit unterschiedh- 
chen Anregungs- und/oder EmissionsweUenlangen paraUel 
verwendet werden. 

[0006] Gegeniiber den als Chemilumineszenzsonden em- 
gesetzten Enzymmarkem haben Huoreszenzfarbstoffe den 
Vorteil, daB die Messung direkt nach Einfuhrung des Mar- 
kers erfolgen kann, Enzym- oder Proteinmarker (beispiels- 
weise der haufig eingesetzte Biotin/Su-eptavedin-Komplex) 
benotigen dagegen einen weiteren Inkubationsschritt, in 
welchem der Enzymmarker eingefuhrt und die Substratlo- 
sung zugegeben wird. . 
[0007] Bei den bben erwahnten klassischen Hybndisie- 
rungsmethoden ist die Zahl der unterschiedlichen Sonden, 
die in Verbindung mit ein und derselben Probe eingesetzt 
werden konnen, begrenzt Um die Sonden namlich unter- 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



falls auf deren Konzentration. 

[0010] Durch fortschreitende Miniaturisierung konnlen 
die Felder mittlerweile wesentlich verkleinert werden, so 
daB man heute eine Vielzahl verfahrens- und meBtechnisch 
unterscheidbare Felder, also auch eine Vielzahl unterscheid- 
barer Sonden auf einem einzelnen Trager anordnen kann. 
Obwohl Glastrager im molekularbiologischen Bereich fur 
diese Zwecke noch am weitesten verbreitet sind, werden die 
planaren Trager in Anlehnung an die Halbleitertechnologie 
auch als "Chips", insbesondere als Biochips, Genchips usw, 
bezeichnet. Die Sonden konnen in sehr hoher Dichte an den 
Trager gebunden und mehrere Sonden einer Sondenart in ei- 
nem miniaturisierten Feld angeordnet werden. Heute kC 
nen bereits Chips mit bis zu 40.000 unterschiedlichen mole- 
kularen Sonden pro cm^ hergestellt werden. 
[0011] Vor allem hat die Anwendung photolithographi- 
scher Fabrikationstechniken aus der Halbleitertechnologie 
zu entscheidenden Fortschritten bei der Herstellung solcher 
Chips gefuhrt. Das Prinzip basiert auf einer Uchtgesteuerten 
chemischen Festphasensynthese, bei der photoUthographi- 
sche Masken die Felder abbilden (vgl. beispielsweise Fodor 
et al "Lightdirected, spatially addressable parallel chemical 
synthesis". Science, vol. 251, 767-773 (1991)). Dieses Ver- 
fahren ist insbesondere dann von Vorteil, wenn die Sonden 
auf dem Trager in-situ aus einzelnen Bausteinen, beispiels- 
weise Nukleotiden, aufgebaut werden soUen. So kann em 
bestimmter Baustein gezielt an die im Aufbau befindUchen 
Sonden bestimmter Felder angefugt werden, wahrend die 
Sonden der ubrigen Felder unberuhrt bleiben. Dies gehngt 
mit photoUthographischen Masken. die Licht zur Uchtge- 
steuerten chemischen Synthese nur auf diejenigen Felder 
abbilden, an die der Baustein angefugt werden soil. Bei- 
spielsweise kann der Lichteinfall die Abspaltung Uchtemp- 
findlicher Schutzgruppen bewirken, wodurch eine reakuye 
Gruppe genau an derjenigen Stelle der im Aufbau befindli- 
chen Sonden freigesetzt wird, an die der Baustein angefugt 
werden soU. Da ein zuletzt angefugter Baustein in der Kegel 
eine gebundene Schutzgruppe einbringt und dadurch die um 
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einen Baustein enveitcrten Sonden wieder schiilzl, wird an 
eine aktivierte Sonde lediglich ein einziger Baustein ange- 
fugt. Aus dem gleichen Grund stehen die wahrend eines Zy- 
klus um einen Baustein erweiterten Sonden gleichermaBen 
wie die in diesem Zyklus nicht erweiterten Sonden als zu- 
nachst geschutzte Gesamtheit aller Sonden einer neuen ge- 
zielten Aktivierung durch eine passende Maske fiir die An- 
fiigung eines weiteren Baustein in einem neuen Zyklus zur 
Verfugung. Derartige Verfahren werden ausfiihrlich in den 
intemationalen Patentanmeldungen WO 90/15070, 
WO 91/07087, WO 92/10092, WO 92/10587, 

WO 92/10588 und in dem U.S.-Patent 5.143,854 beschrie- 
ben. Ein.anderes in-situ Verfahren zur Herstellung von sog, 
DNA Microarrays, das von der Firma Rosetta Inpharmatics, 
Inc., unter der Bezeichnung FlexJet angeboten wird, basiert 
auf geeigneien Modifikationen des Druckprozesses von 
Farb-Tmtenstrahldruckem . 

[0012] Andere Chips weisen wiederum Sonden auf, die 
nicht in-situ synthetisiert, sondem in vorgefertigter Form 
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baren Strukturen liegen im Bereich von 20 pm, Der Scanner 
wird zur Auswertung von Chips bci der Expressionsanalysc 
(Rattengenom U34). zum Genotyping (HuSNP) und zur 
Krankheitsuberwachung (Krebs, CYP450, p53, HTV) einge- 
setzl. Die enlsprechenden kommerziell erhaltlichen Chips 
erlauben aber keine Qualitatskontrolle, d. h. die Aussage 
uber die Richtigkeit der MeBergebnisse muB vom Nutzer an- 
hand einer Plausibilitatsbetrachtung durchgefiihrt werden, 
Eine Quantifizierung ist nicht vorgesehen. Die Chips zeich- 
nen sich aber durch eine sehr hohe Informationsdichte von 
bis zu 40.000 Oligonukleotiden/cm^ aus. Als Trager dienen 
modifizierle Glasoberflachen. 

[0015] Neben der Ortsauflosung ist es insbesondere wich- 
tig, das Fluoreszenzlicht moglichst effektiv zum Delektor zu 
leiten und Hintergrundsignale und Streulicht weitgehend 
auszublenden. Dazu werden bereits sogenannte Laserscan- 
ner mit konfokaler Optik verwendet, die mit konfokalen 
Blenden, sog. "Pinholes", im Detektions- und gegebenen- 
falls auch im Anregungsstrahlengang ausgeriistet sind. Als 



auf den Trager aufgebracht werden. Entsprechende Arrays 20 Anregungslichtquelle werden ublicherweise Laser und als 



aus Biomolekiilen zur Sequenzanalyse von Polynukleotiden 
wurden bereits von E. Southern in der intemationalen Pa- 
tentanmeldung WO 89/10977 beschrieben. Biomolekulare 
Arrays eignen sich fur eine Vielzahl von Anwendungen, an- 
gefangen von der Sequenzierung von DNA iiber das DNA- 
Fingerprinting bis zu Anwendungen in der medizinischen 
Diagnostik. Inzwischen werden schon kommerzielle Bio- 
chips mit einer Vielzahl verschiedener cDNAs zur Hybridi- 
sierung angeboten. Bei diesen cDNAs handelt es sich bei- 
spielsweise um Nukleinsauresequenzen mit Langen von 
etwa 200 bis 600 Basenpaaren (bp), die mittels genspezifi- 
scher Primer amplifiziert werden, deren Identitat durch Teil- 
sequen2derung iiberpruft wird und die dann gezielt an be- 
kannten Platzen beispielsweise auf einer Nylonmembran an- 
gebracht werden. 

[0013] Werden die fluoreszenzmarkierten Proben mit auf 
einem planaren Chip immobiUsierten Sonden in Kontakt ge- 
bracht, kann es auf einzelnen Feldem zu einer Kopplung, 
beispielsweise einer Hybridisierung, mit komplementaren 
Sonden kommen. In Fallen, in denen eine Fluoreszenzmar- 
kierung der Proben nicht zweckmaBig ist, kann auch nach 
Bindung der Proben an die Sonden der Chip mit geeigneten 
fluoreszenzmarkierten Rezeptoren in Kontakt gebracht wer- 
den. In beiden Fallen werden FluoreszenzfarbstofFe auf den- 
jenigen Feldelementen immobilisiert, an denen eine Bin- 
dung zwischen Sonden und Proben stattgefunden hat. Wird 
der Chip dann mit Licht einer geeigneten Wellenlange be- 
strahlt, so werden die Ruoreszenzfarbstoffe angeregt und 
Licht wird eniittiert. Das resultierende Muster aus hellen 
und dunklen Feldelementen auf dem planaren Trager wird 
aufgezeichnet. Informationen uber die Probe kann man also 
dadurch erhalten, daB man das Hell/Dunkel-Muster mit dem 
bekannten Muster der an die Trageroberflache fixierten bio- 
logischen Sonden vergleicht. 

[0014] Die fortschreitende Miniaturisierung hat zu einer 55 
grofien Anzahl von Feldelementen auf einem einzelnen pla- 
naren Trager gefiihrt, die bei kommerziellen Anwendungen 
in kurzer Zeit sehr zuverlassig vermessen werden miissen. 
Zum ortsaufgelosten fluoreszenzoptischen Nachweis von 
auf einer Oberflache eines planaren Tragers immobiUsierten 
Substanzen werden heute hauptsachlich Laser eingesetzt, 
bei denen die Feldelemente durch einen intensiven Laser- 
strahl mit geringem Durchmesser abgetastet werden. Ein 
entsprechender Fluoreszenzscanner wird von der Firma 
Hewlett-Packard fur die Auswertung von Biochips der 
Firma Affymetrix hergestellt und ist in den U.S.-Patenten 
.S.R17.475 und 5.945.679 delaillierter beschrieben. Er arbei- 
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Detektoren Photomultiplier oder empfindliche Dioden ein- 
gesetzt. Laser ermoglichen wegen ihrer hohen lokalen Anre- 
gungsenergie sehr kurze MeBzeiten und sind daher die be- 
vorzugten Anregungslichtquellen. Durch die konfokale Op- 
tik ist gewahrleistet, dafi lediglich Ruoreszenzlicht aus der 
Ebene der Chipoberflache zum Photomultiplier gelangt, 
wahrend Ruoreszenz- oder Streulicht aus dariiber oder dar- 
unterliegenden Ebenen durch die Pinholes ausgeblendet 
wird. So wird beispielsweise in De Saizieu, A. et al. "Bacte- 
rial transcript imaging by hybridization of total RNA to oli- 
gonucleotide arrays". Nature Biotechnology 16. 45-48- 
(1998) ein System zur Transkriptionskontrolle von Bakte- 
riengenen (Hemophilus influenzae. Streptococcus pneumo- 
niae) beschrieben, bei dem zur Huoreszenzanalyse ein kon- 
fokales Mikroskop verwendet wird. 

[00161 Das Abtasten (Scannen) der Probe kann auf unter- 
schiedliche Weise erfolgen: Entweder uber das Anregungs- 
und Detektionssystem bei feststehendem planaren Trager, 
beispielsweise durch Ablenken des Anregungsstrahls, oder 
der planare Trager wird bei feststehendem Anregungs- und 
Detektionssystem bewegt. Auch kombinierte Verfahren sind 
moghch. So kann man beispielsweise den planaren Trager in 
einer Richtung und den Anregungslaserstrahl in einer dazu 
senkrechten Richtung bewegen, um die Trageroberflache 
zweidimensional abzutasten. 

[0017] Eine weitere Moglichkeit stellen zweidimensio- 
nale Detektoren, wie beispielsweise CCDrKameras dar, die 
in einzelnen MeBvorgangen ein zweidimensionales Bild der 
Probe erzeugen. Ein Abtasten ist dabei nicht notwendig. In 
diesen Fallen konnen ebenfalls Laser, aber auch Lampen mit 
entsprechenden Filtem als Anregungsquelle verwendet wer- 
den. Da das Bild in einem Schritt aufgenommen wird, kann 
man bei diesen Methoden lange MeBzeiten in Kauf nehmen, 
die bei einem scannenden MeBprozeB aufgrund der sequen- 
liellen Datenaufnahme nicht toleriert werden konnen. In Gu- 
schin, D. et al. "Manual Manufacturing of Ohgonucleotide, 
DNA and Protein Microchips", Anal. Biochem. 250, 
203-211 (1997) wird ein Biochip beschrieben, bei dem 
DNA oder Proteinc auf winzigen Gelpads immobilisiert 
werden, die zuvor auf einen Glastrager aufgebracht wurden. 
Bis zu 10.000 dieser Pads befinden sich auf einem einzigen 
Trager. Das System wird eingesetzt, um die schnelle Identi- 
fizierung von Tuberkuloseerregern zu ermoglichen und so 
Stamme die gegen bestimmte Antibiotika resisient sind zu 
identifizieren. Dazu werden Fluoreszenzmarker wie Fluo- 
reszein oder Texas Red verwendet, die mit einem speziellen 
Mehrfarben-Epifluoreszenzmikroskop mit einem 4x4 mm 



[0018] Die bekannten nuoreszenzdeteklionssysteme fiir 
Biochips weisen jedoch Nachteile auf . Gerade bei hochmi- 
niaturisierten Biochips, die sich durch eine groBe Anzaljl 
Feldelementen von einigen 10 \xm Durchmesser auszeich- 
nen, ist eine hohe Sensitivitat und Ortsauflosung bei der 
Ruoreszenzmessung erforderlich. Dies ist mit herkommli- 
chen Systemen nur begrenzt moglich, da sich beispielsweise 
Streulicht, das durch Ramanverschiebung bei langeren Wel- 
lenlangen ais das einfallende AnregungsHcht auftritt, mit 
heiicSmmlichen Filteranordnungen nicht oder nur unzurei- 
chend von dem zu messenden Fluoreszenzlicht unterschie- 
den werden kann. Sind die fluoreszenzoptisch nachzuwei- 
senden Substanzen auf metallischen oder metallisierten TVa- 
gem (z. B. Gold) immobilisiert, so konnen zudem starke Re- 
flexionen des Anregungslichtes auftreten, die von dem im 
Detektionssystem angeordneten Filtereinheiten nicht voll- 
standig ausgefiltert werden konnen. 

[0019] Die maximal erreichbare Sensitivitat ist daher 
durch einen Hintergrund an gestreutem oder reflektiertem 
Anregungslicht und durch unspezifische Fluoreszenzstrah- 
lung, beispielsweise aus einer iiber dem planaren Trager be- 
findlichen Flussigkeit begrenzt. 

[0020] Der vorliegenden Erfindung liegt daher das techni- 
sche Problem zugrunde, ein Verfahren und eine Vorrichtung 
zum ortsaufgelosten fluoreszenzoptischen Nachweis von 
auf einer Oberflache eines planaren Trager immobilisierten 
Substanzen bereitzustellen, die bei Gewahrleistung einer 
hohen Ortsauflosung den unspezifischen Strahlungshinter- 
grund weitgehend eliminiert. Das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren und die erfindungsgemaBe Vorrichtung sollen sich 
insbesondere zur Auswertung von Biochips eignen. 
[0021] Gelost wird dieses Problem durch Bereitstellung 
des Verfahrens gemaB Anspruch 1, sowie der Vorrichtung 
gemaB Anspruch 13. 

[0022] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist dem- 
nach ein Verfahren zum ortsaufgelosten fluoreszenzopti- 
schen Nachweis von auf einer Oberflache eines planaren 
Tragers immobilisierten Substanzen, wobei man einen An- 
regungslichtstrahl in Form einer Serie von kurzen Lichtim- 
pulsen auf einen MeBbereich mit definierter GroBe auf der 
Oberflache des Tragers einstrahlt und jeweils zwischen zwei 
aufeinanderfolgenden Lichtimpulsen Ruoreszenzlicht de- 
tektiert, das von in dem MeBbereich befindlichen immobili- 
sierten Substanzen ausgestrahlt wird und den Anregungs- 
lichtstrahl und den Trager relativ zueinander bewegt, bis ein 
bestimmtes (ein- oder zweidimensionales) Areal der Ober- 
flache des Trager abgetastet ist. Das Abtasten und die Ruo- 
reszenzmessung konnen sequentiell erfolgen, so daB man 
nach der Messung eines MeBbereichs den Anregungsstrahl 
auf einer anderen Stelle des planaren Tragers positioniert. 
Diese Stelle wird dann ebenfalls durch Einstrahlen einer Se- 
rie von kurzen Lichtimpulsen und Detektion der zwischen 
den Lichtimpulsen emittierten Ruoreszenzstrahlung ver- 
messen, 

[0023] Bevorzugt wird jedoch gleichzeitig abgetastet und 
gemessen. Werden beispielsweise Trager und Anregungs- 
sU-ahl mit einer Relativgeschwindigkeit von 1 mm/s gegen- 
einander bewegt, so entspricht ein MeBintervall von 1 ms ei- 
ner Ortsauflosung von 1 pm. Bei Verwendung eines Lasers 
mit einer typischen Pulsfrequenz von 50 MHz konnen in- 
nerhalb eines MeBintervalls 50.000 Einzehnessung durch- 
gefiihrt und aufintegriert werden. 

[0024] Wenn man sowohl die Relativposition von Anre- 
gungslichtstrahl und Trager zueinander. wie auch die in der 
jeweiligen Position gemessene Ruoreszenzintensitat regi- 
suiert, digitalisiert und in einem Computer speichert, kann 
man die gemessenen Fluoreszenzintensitaten beispielsweise 
auf einem Display als zweidimensionales Bild der Trager- 



oberflache graphisch darsteUen. 

[0025] Unter immobihsierten Substanzen sind im vorlie- 
genden Zusammenhang insbesondere die iiblicherweise auf 
Biochips Oder Genchips immobilisierten biologischen Son- 
5 den, beispielsweise Oligonukleotid-Sonden, zu verstehen. 
Bei Immunoassays kann man beispielsweise die an der 
Oberflache des Tragers fixierten biologischen Sonden mar- 
kieren, um z. B. Aussagen uber die Gesamtzahl moglicher 
Bindungsplatze fur mit einem weiteren Ruoreszenzf arbstoff 
10 markierte Antikorper machen zu konnen. Aus dem Verhalt- 
nis von Ruoreszenzstrahlung der fixierten Bindungsstellen 
zur Ruoreszenzstrahlung der gebundenen Antikorper kann 
man dann Aussagen uber die Besetzungsdichte der Bin- 
dungsstellen machen. 
15 [0026] Ublicherweise sind jedoch die Proben fluoreszeriz- 
markiert, so daB der Begriff "immobilisierte Substanzen" im 
vorUegenden Zusanunenhang auch die an die Sonden, bei- 
spielsweise durch Hybridisierung, gebundenen Proben bzw, 
den Komplex aus fixierten Sonden und daran gebundene 
20 Proben umfasst. Dabei bedeutet "ftuoreszenzmarkierte 
Probe" nicht notwendigerweise. daB die Probe selbst mit e^ 
nem Ruoreszenzfarbsloff markiert ist, sondern bedeu 
ganz aUgemein, daB eine Bindung der Probe an die an der 
Oberflache fixierte Sonde zu einer Anderung der Ruores- 
25 zenzeigenschaften des Gesamtkomplexes aus Sonde und 
daran gebundener Probe fuhrt. Beispielsweise kann eine 
Bindung einer entsprechend markierten Probe an eine Sonde 
auch dazu fuhren, daB Ruoreszenzlicht, welches von einer 
unbesetzten Sonde emittiert wird, durch Binden eines Pro- 
30 benmolekuls gequencht wird. 

[0027] Ein wesenfliches Merkmal des erfindungsgemaBen 
Verfahrens besteht darin, daB Anregungslicht nicht koiitinu- 
ierlich, sondern in Form von kurzen Lichtimpulsen emittiert 
wird. Entsprechend wird auch das Ruoreszenzlicht in Form 
35 kurzer Lichtimpulse emittiert. Erfindungsgemafi wird nun 
vorgeschlagen, das Ruoreszenzlicht nicht kontinuierlich, 
sondern zeitlich korreliert jeweils zwischen zwei aufeinan- 
derfolgenden Lichtimpulsen zu detektieren. Beispielsweise 
kann die gepulste Anregungslichtquelle mit den Lichtimpul- 
40 sen korrelierte Triggersignale zum Detektor senden. Jedes 
Triggersignal erzeugt ein zum Triggersignal zeitlich verzo- 
gertes MeBintervall ("Gate") in welchem Ruoreszenzlicht 
detektiert wird. Durch eine Zeitverzogerung zwischen Tr' 
gersignal und MeBintervall die etwa in der GroBenordnung 
45 der Dauer des Anregungspulses hegt, ist es moglich, Anre- 
gungslicht und Ruoreszenzlicht nicht nur spektral mit Hilfe 
von geeigneten Filtem, sondem auch zeiUich zu unterschei- 
den. Dies erlaubt insbesondere ramanverschobenes Streu- 
licht und Starke, durch die Filter nicht vollstandige blok- 
50 kierte Reflexionen vom eigentlichen Ruoreszenzsigiial zu 
trennen. Die Dauer des Anregungslichtimpulses soUte kiir- 
zer als die Ruoreszenzlebensdauer der Ruoreszenzmarker 
sein, so daB zu Beginn des MeBintervalls noch ein mogUchst 
hohes Ruoreszenzsignal vorhanden ist. Typischerweise hat 
55 der Anregungslichtimpuls eine Dauer von 1 ns oder weni- 
ger. Bevor der nachste Anregungslichtimpuls ausgesandt 
wird, ist das MeBintervall beendet. Zur Verbesserung des Si- 
gnal/Rauschverhaltnisses kann man das zwischen den Licht- 
impulsen detektierte Ruoreszenzlicht digitalisieren und auf- 
60 integrieren. 

[0028] Bevorzugt wird man auch bei dem erfindungsge- 
maBen Verfahren geeighete Filteranordnungen zur Ausblen- 
dung des Anregungslichtes, beispielsweise LangpaBfilter, 
im Detektionssystem anordnen. Ebenso konnen im Anre- 
65 gungssystem schmalbandige Filter vorgesehen sein, die le- 
diglich Licht der gewiinschten Anregungswellenlange hin- 
durchlassen. Durch die Kombination spezieUer Filter niit 
der zeitaufgelosten Ruoreszenzdetektion erreicht man ein 
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sehr niedriges Niveau an Hintergrundstrahlung und eine ent- 
sprechend hohe Sensitivilat der Fluoreszenzmessung. 
[0029] Vorteilhaft wird man das Ruoreszenzlicht zwi- 
schen zwei aufeinanderfolgenden Lichtimpulsen zeitaufge- 
lost detektieren. So kann man nicht nur die Gesamtintensitat 
der zwischen zwei Lichtimpulsen emittierten Fluoreszenz- 
strahlung messen, sondem erhalt aus dem Abklingverhalten 
der Ruoreszenzstrahlung zusatzliche Informationen. Bei- 
spielsweise kann man durch Auswertung der Abklingkon- 
stante (als im wesentlichen der Fluoreszenzlebensdauer) ve- 
rifizieren, dafi die detektierte Fluoreszenzstrahlung tatsach- 
lich von einem bestimmten Fluoreszenzfarbstoff emittiert 
wird. Ebenso kann man aus Andeningen der Fluoreszenzle- 
bensdauer Informationen iiber die molekulare Umgebung 
des Ruoreszenzfarbstoffs erhalten. Wenn zwei oder mehr 
Ruoreszenzfarbstoffe simultan detektiert werden, macht 
sich dies auch in einer Anderung des Fluoreszenzabkling- 
verhaltens bemerkbar. Mit kommerziell erhaltlichen nume- 
rischen Fit-Verfahren lassen sich die Abklingkurven von 
zwei Oder mehr FarbstofFen an ein gemessenes Fluoreszenz- 
signal anpassen, so daB man beispielsweise auch ohne spek- 
troskopische Delektionsverfahren Aussagen iiber die An- 
teile der einzelnen Ruoreszenzfarbstoffe machen kann. 
[0030] Besonders bevorzugt wird man das Ruoreszenz- 
licht durch zeitkorreliertes 2^1en einzelner Photonen, bei- 
spielsweise mit Hilfe eines Photomultipliers oder eines 
"Single Photon Avalanche Detectors" registrieren. Die je- 
weils zwischen einzelnen Lichtimpulsen detektierten Si- 
gnale konnen beispielsweise mit Hilfe eines Boxcar- Avera- 
gers integriert werden. 

[0031] Besonders bevorzugt wird man das Ruoreszenz- 
licht konfokal detektieren. Dabei wird eine konfokale 
Blende im Detektionsstrahlengang mit Hilfe eines optischen 
Abbildungssystems auf den vom Anrcgungslichtstrahl be- 
leuchteten Mefibereich abgebildet. Die konfokale Blende ist 
im wesentlichen ein Pinhole mit sehr geringem Durchmes- 
ser, so daB Ruoreszenzlicht, welches nicht exakt aus der 
Ebene des MeBbereiches stammt, ausgeblendet wird. Bevor- 
zugt wird man auch den Anrcgungslichtstrahl konfokal auf 
die Oberflache des Tragers fokussieren. Durch die Kombi- 
nation von konfokalem Prinzip mit der Zeitauflosung ge- 
wahrleistet das erfindungsgemaBe Verfahren eine besonders 
hohe Empfindlichkeit bei gleichzeitig hoher raumlicher 
Auflosung. Diese hohe Sensitivitat und Ortsauflosung wird 
auch bei Messungen auf reflektierlen Oberflachen, wie Me- 
talloberflachen, aufrechterhalten. 

[0032] Durch die hohe erreichbare Auflosung und die 
hohe Empfindhchkeit kohnen kleinere Feldelemente (Spots) 
in groBerer Dichte auf die Oberflache des planaren Tragers 
aufgebracht werden. Aufgrund des konfokalen MeBprinzips 
konnen auch dreidimensionale Strukturen durch Verande- 
rung des Fokus abgetastet und rechnerisch ausgewertet wer- 
den. Da bei konfokaler Messung und zeitaufgeloster Fluo- 
reszenzdetektion Fluoreszenzlicht lediglich aus einem sehr 
kleinen Raumbereich detektiert wird, eignet sich das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren auch zur Kontrolle der verwende- 
ten TrSgermaterialieh, Beschichtungen und Reagenzien in 
Bezug auf Eigenfluoreszenz und Reinheit. AuBerdem laBt 
sich das System als selbstfokussierende Anregungs- . und 
Detektionsoptik ausbilden, so daB beim Abtasten eines pla- 
naren Tragers etwaige Unebenheiten oder eine nicht voll- 
kommen horizontale Ausrichtung des Tragers automatisch 
korrigiert werden konnen. Da in der eigentlichen Messung 
Ruoreszenzlicht aus den den Trager bedeckenden flussigen 
Reagenzien effekliv ausgeblendet werden kann, sind mit 
dem erflndungsgemaBen Verfahren Messungen unmittelbar 
nstrh oHe.r anQnr wahrend der Hvhridisierune mdelich. ohne 



miissen. 

[0033] Bevorzugt weist der durch den fokussierten Anre- 
gungslichtsU-ahl definiertc MeBbereich auf der Oberflache 
des Tragers einen Durchmesser von 1 bis 20 jimpwHM (F^^^ 
5 Width Half Maximum) auf. Zur Erzeugung von derart klei- 
nen MeBspots sind Laser aufgrund der hohen Parallelitat ih- 
rer Su-ahlung besonders gut geeignet 
[0034] Das erfindungsgemaBe Verfahren ist fiir die Mes- 
sung von Biochips optimiert, so daB man bevorzugt einen 
10 Trager verwendet, auf dem die immobilisierten Substanzen 
in Form eines zweidimensionalen Musters angeordnet sind, 
wobei man den Anrcgungslichtstrahl und/oder den Trager so 
relativ zueinander bewegl, daB die Elemente des zweidi- 
mensionalen Musters sequentiell abgetastet werden. So 
15 kann man beispielsweise die Oberflache des Tragers durch 
Ablenken des Anregungslichtstrahls abtasten und/oder 
durch Verschieben des Tragers in einer zu der Oberflache 
parallelen Ebene. Man kann auBerdem durch Verwendung 
unterschiedlicher Ruoreszenzfarbstoffe "mehrdimensio- 
20 nale" Messungen durchfiihren. Beispielsweise kann man 
Ruoreszenzfarbstoffe einsetzen, die im Bereich der Anre- 
gungsUchlwellenlange uberlappende Absorptionsbanden 
aufweisen, aber bei unterscheidbaren Wellenlangen fluores- 
zieren. Durch Verwendung geeigneter Filter und/oder di- 
25 chroitischer Strahlteiler im Detektionssystem lassen sich 
dann die Ruoreszenzsignale unterscheiden. Auch eine spek- 
tral aufgeloste Detektion des Fluoreszenzsignals ist mog- 
lich. Die Messung kann prinzipiell mit Anregungslicht einer 
definierten Wellcnlange durchgefuhrt werden. Bei Verwen- 
30 dung von mehreren unterschiedlichen Ruoreszenzmarkem 
wird man jedoch bevorzugt Anregungslicht mit mehreren 
definierten Wellenlangen einstrahlen, die an das Absorpti- 
onsverhalten der verwcndeten Farbstoffe angepaBt sind. 
"Mehrdimensionale Messungen" sind auch moglich, wenn 
35 man, wie oben erwahnt, Farbstoffe mit unterschiedlichem 
Abklingverhalten einsetzt. Selbstverstandlich sind auch 
Kombinationen aus diesen MeBprinzipien moglich. 
[0035] Prinzipiell konnen alle Fluoreszenzfarbstoffe ver- 
wendet werden, die kovalent, adsorptiv oder durch andere 
40 Wechselwirkungen mit der zu markierenden Substanz ge- 
koppelt werden konnen. In der Praxis ist man lediglich 
durch die Stabilitat des Farbstoffes und die verfiigbaren An- 
regungslaserlichtquellen begrenzt. Auch interkalierende 
Farbstoffe oder Farbstoffe die spontan an DNA oder Pro- 
45 teine binden wie PicoGreen, SYTO 61 oder Ethidiumbro- 
mid sind einsetzbar, des weiteren Lanthanoidkomplexe, 
Quantendots oder Micellen. Bevorzugte bei dem erfln- 
dungsgemaBen Verfahren verwendete Farbstoffe sind Cy2, 
RTC, Eosin, BCECF, Haematoporphyrin, Acridine Red, 
50 Texas red, Cy3, Cy5. Ultralite und Cy7. 

[0036] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch 
eine Vorrichtung zum ortsaufgelosten fluorcszenzoptischen 
Nachweis von auf einer Oberflache eines planaren Tragers 
inunobilisierten Substanzen mit Anregungsmitteln zum Ein- 
55 strahlen eines Anregungslichtstrahls in Form einer Serie von 
kurzen Lichtimpulsen auf einen definierten MeBbereich auf 
der Oberflache des Tragers, Detektionsmitteln zum zeitauf- 
gelosten Detektieren von aus dem. MeBbereich emittierten 
Ruoreszenzlicht zwischen zwei aufeinanderfolgenden 
60 Lichtimpulsen, Mitteln zur zeitlichen Korrelation der Anre- 
gungs- und Detektionsmittel, und Steuerungsmitteln zur 
Sieuerung der Relativposition von Anregungslichtstrahl und 
Trager. 

[0037] Vorteilhaft umfassen die Anregungsmittel wenig- 
65 stens einen gepulsten Laser. Die Steuerungseinheit des ge- 
pulsten Lasers kann Triggers! gn ale zu einem Controller 
tibcrmitteln, der durch ein gegeniibcr den Triggerimpulsen 



zenzlichtes ausiost. Besonders bevorzugt ist der gepulste 
Laser ein Diodenlaser, so daB gegeniiber anderen Lasersy- 
stemen eine besonders kostengiinstige MeBanordnung reali- 
siert werden kann. 

[0038] Die Anregungsmittel umfassen bevorzugt eine 
konfokale Optik zur Fokussierung des Anregungslicht- 
strahls auf der Oberflache des Tragers. 
[0039] Vorteilhaft umfassen die Detektionsmfttel wenig- 
stens einen lichtempfindlichen Sensor mit schneller Ant- 



lU 

Nation), dreidimensionale Strukturen (etwa Gele z. B. Poly- 
acrylamid. Agarose, Keramiken) oder auch Formteile aus 
obigen Materialien wie Mikrotiterplatten, Rohrchen und 
Dipsticks. Fur eine bessere Haftung, die Reduzierung un- 
spezifischer Bindung oder fiir eine kovalente Ankopplung 
der biochemischen oder biologischen Sonden kann das Auf- 
bringen einer Zwischenschicht oder eine Voraktivierung der 
Oberflache notwendig sein, z. B. durch Silane (Alkylsilane, 
Epoxysilane, Aminosilane, Carboxysilane), Polymere (Po- 



wortzeit. Die Detektionsmittelkonnenaber auch wenigstens 10 lysaccaride, Polyethylenglycol, Polystyrol, polyfluorierte 



zwei Sensoren umfassen, denen Mittel zur spektralen Zerle- 
gung des Ruoreszenzlichtes vorgeschaltet sind. Bevorzugt 
sind bei einer spektralen Auswertung des Ruoreszenzlichtes 
mehrere Sensoren vorgesehen, beispielsweise ein zeilenar- 
lig angeordnetes Diodenarray oder ein Zeilen-CCD-Chip. 
Besonders bevorzugt ist der Sensor eine Photodiode, insbe- 
sondere eine Lawinen-Photodiode, ein Phototransistor oder 
ein Sekundarelektronenvervielfacher (Photomultiplier). 
[0040] Vorzugsweise umfassen die Detektionsmittel eine 



Kohlenwasserstoffe, Polyolefine, Polypeptide), Alkylthiole, 
derivatisierte Alkylthiole, Lipide, Lipid-Doppelschichten 
oder Langmuir-Blodgett Membranen, Das Aufbringen der 
Sonden auf die Oberflache erfolgt durch Pipettieren, Dis- 
15 pensieren, Drucken, Stempehi oder in situ Synthese (z. B. 
photolithographische Techniken). Es werden bevorzugt ver- 
schieden Sonden in einem zweidimensionalen Muster auf 
die Oberflache aufgebracht. Jeder Sonde kann dann eine ein- 
deutige Position auf der Oberflache zugeordnet werden. Die 



konfokale Optik zur Abbildung von aus dem MeBbereich 20 Ankopplung der biochemisch oder biologischen Sonden 

- ' kann kovalent, adsorptiv oder iiber physikalisch/chemisch 

Wechselwirkungen der Sonden mit der Oberflache erfolgi. 
Es konnen alle bekannten Techniken eingesetzt werden. Als 
Sonden werden bevorzugt verwendet: Nukleinsauren und 
25 Oligonukleinsauren (einzel- und/oder doppelstrangige 
DNA, RNA, PNA, LNA in Reinform oder auch in Kombi- 
nationen), Antikorper (humane, tierische, polyklonale, mo- 
noklonale, rekombinante, FAB-Fragmente, synthetische), 
Proteine (etwa AUergene, Inhibitoren, Rezeptoren), Enzyme 



eniittierten Ruoreszenzlicht auf den Sensor, so daB lediglich 
RuoreszenzUcht aus einer schmalen Schicht der Trager- 
oberflache auf den Detektor fallt. Die konfokale Optik kann 
beispielsweise in einem Epifluoreszenzmikroskop integriert 
sein oder es wird zumindest ein Mikroskopobjektiv zur Ab- 
bildung verwendet. 

[0041] Falls man den Trager, also beispielsweise den Bio- 
chip stationar halt, wird vorzugsweise der Anregungslicht- 
strahl abgelenkt. Dazu konnen als Steuerungsmittel beweg 



liche Spiegel, beispielsweise sog. Laserscan-Spiegel oder 30 (etwa Peroxidasen, Alkalische-Phosphatasen, Glukose-CDxi- 



akustooptische Deflektoren verwendet werden. Im Fall einer 
stationaren Optik wird der Trager in einer zur Chipoberfla- 
che parallelen Ebene verschoben. Dazu konnen unterschied- 
lichste Betatigungseinrichtungen, die eine prazise reprodu- 
zierbare zweidimensionale Verschiebung des Tragers erlau- 
ben, herangezogen werden. Beispielsweise kann der Trager 
auf einem xy-Kreuztisch angeordnet sein, der durch Schritt- 
motoren bewegt werden kann. Die Steuerung der Schrittmo- 
toren kann iiber einen Computer erfolgen. Die Position des 
AnregungslichtsU-ahls kann bei bekannter Schrittlange 
durch elektronisches Zahlen der Einzelschritte des Motor 
bestimmt werden. Bei bekannter Verschiebegeschwindig- 
keit von Trager und AnregungssU-ahl -gegeneinander, kann 
die MeBdauer in eine Ortsbestimmung umgerechnet wer- 
den. Um eine Akkumulation yon Einzelfehlem im Laufe ei- 
ner Messung zu verhindem, konnen auf dem Trager Markie- 
rungen zur optischen KontroUe der Absolutposition des Tra- 
gers vorgesehen sein. Vorteilhaft ist auch eine Einrichtung 
zur automatischen Fokussierung des Anregungslichtes vor- 
gesehen. Die immobilisierten Substanzen sind bevorzugt in 
einem zweidimensionalen Muster (einem sog. Array) auf 
dem Trager angeordnet. 

[0042] Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwen- 
dung der erfindungsgemaBen Vorrichtung zur Auswertung 
von Biochips. Die Biochips weisen an einer planaren Trag- 
eroberflache immobilisierte Substanzen auf, wobei diese 
immobihsierten Substanzen an der Oberflache fixierte biolo- 
gische Sonden und/oder an die. Sonden gebundene Proben 
sein konnen. Dabei konnen die Sonden, die Proben oder die 
Sonden und die Proben fluoreszenzmarkiert sein. Als Tra- 
germaterial konnen folgende StofFe verwendet werden: Glas 
(Standardglas, Pyrexglas, Quarzglas), Kunststoffe hoher 
Reinheit bzw. geringer Eigenfluoreszenz (wie Polyolefine, 
PE, PP, Polymethylpenten, Polystyrol, PMMA, Polycarbo- 
nat. Teflon), Metalle (wie Gold, Chrom, Kupfer, Titan, Sili- 
zium). oxidise he Materialien bzw. Beschichtungen (Kera- 
miken, aluminiumdotiertes Zinkoxid (TCO), Silica, Alumi- 
niumoxid), Membranen (wie Polys acharide. Polycarbonat, 
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dase, Nukleasen), kleine Molekiile (Haptene): Pestizide, 
Hormone, Antibiotika, Pharmaka, Farbstoffe, synthetische 
Rezeptoren oder Rezeptorliganden. Besonders bevorzugt 
handelt es sich bei den Sonden um Nukleinsauren, insbeson- 
dere Oligonukleotide. 

[0043] Daruber hinaus eignet sich die erfindungsgemaBe 
Vorrichtung fiir vielfaltige Aufgaben in der Qualitatskon- 
troUe. Aufgrund des konfokalen MeBprinzips eignet sich die 
Vorrichtung beispielsweise zur Auswahl einer geeigneten 
Oberflache mit geringer Eigenfluoreszenz, zur KontroUe der 
Reinheit der Oberflache oder zur KontroUe der Oberflachen- 
rauhigkeit, wobei die Auflosung im wesentUchen dem 
Durchmesser des Laserfokus entspricht. Femer konr. 
mehrere Ruoreszenzfarbstoffe eingesetzt werden, die unter- 
schiedliche Anregungs- und/oder EmissionsweUenlange 
und/oder ein anderes Abklingverhalten aufweisen. 
[0044] Die vorliegende Erfindung wird im folgenden un- 
ter Bezugnahme auf in den beigefugten Zeichnungen darge- 
stellte Ausfuhrungsbeispiele ausfuhrUcher beschrieben. In 
den Zeichnungen zeigt: 

[0045] Fig. 1 einen schematischen Aufbau eines erfin- 
dungsgemaBen Ruoreszenzscanners fiir Biochips; 
[0046] Fig. 2 den zeitlichen Verlauf von zwei aufeinander- 
folgenden Anregungslichtimpulsen und des durch den er- 
sten AnregungsUchtimpuls erzeugten Ruoreszenzsignals; 
[0047] Fig. 3 ein Ablaufschema des erfindungsgemaBen 
Verfahrens; 

[0048] Fig. 4 ein Diagramm zur Hintergrundfluoreszenz 
verschiedener TragermateriaUen; 

[0049] Fig. 5 ein Diagramm zur Fluoreszenz oberhalb, auf 

und unterhalb der Oberflache eines Tragermaterials; 

[0050] Fig. 6 ein Diagramm zum Fluoreszenzprofil eines 

mit Goldspots beschichteten Glastragers; 

[0051] Fig. 7 cine Auswertung von Hybridisierungsexpe- 

rimenten auf einem DNA, Chip unter stringenten Bedingun- 

gen; 

[0052] Fig. 8 eine hochaufgeloste Ruoreszenzmessung ei- 
nes DNA-Chips; 
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[0053] Fig. 9 eine Auswertung von Hybridisierungsexpe- Verlauf der Intensitat von zwei Anrcgungslaserpulsen L und 

rimenlcn auf einem DNA. Chip unler wenigcr stringenlen dem durch den ersten der beiden Pulse hervoigerufenen 

Bedingungen; Ruoreszenzsignal in willkurlichen Einheiten (arbitrary 

[0054] Fig. 10 ein Diagramm zum dynamischen MeBbe- units, au). Der tjbersichtlichkeit halber sind die Intensitaten 

reich und zur Linearilat des erfindungsgemaBen Fluores- 5 der Laserpulse und des Fiuorcszenzlichtes unterschiedlich 

zenzscanners; und skaliert, so daB sie im Diagramm ungefahr gleichc absolute 

[0055] Fig. 1 1 ein Diagramm zur Nachweisgrenze des er- Hohe besitzen. Die horizonlale Zeitskala ist in Fig. 2 in Na- 

fi ndungsgemaBen Fluoreszenzscanners bei Hybridsierungs- nosekunden (ns) dargeslelU. 

messungen von DNA-Chips. [0060] Man erkennt zwei aufeinanderfolgende Laserpulse 

[0056] In Fig. 1 ist als eine bevorzugte Ausfuhrungsform lO L des von dem Diodenlaser 11 der Fig. 1 emittierten Anre- 

der erfindungsgemaBen Vorrichtung zum ortsaufgelosten gungslichtes. Bei einer Pulsfrequenz f von 50 MHz folgen 

fluoreszenzoptischen Nachweis von auf der Oberflache ei- die Anregungspulse einander im Abstand von 1/f = 20 ns. 

nes planareh Tragers immobilisierten Substanzen ein Ruo- Zwischen den Anregungspulsen L wird wahrend eines MeB- 

reszenzscanner 10 dargestellt. intervalls Atm von ca. 10 bis 15 ns Fluoreszenzlicht delek- 

[0057] Der Ruoreszenzscanner 10 weist einen mil einer I5 tiert. Die Pulsdauer des Lasers liegl bei weniger als einer 

Frequenz f von 50 MHz gepulsten Diodenlaser 11 auf, der Nanosekunde, wahrend die im dargestellten Beispiel einge- 

einen Anregungslichtsu-ahl 12 aussendet, welcher uber ei- setzte Fluoreszenzsonde Rodamin eine Fluoreszenzlebens- 

nen dichroitischen Strahlteiler 13 und ein Mikroskopobjek- dauer von 3,2 ns besitzt. Mit der AnsUegsflanke des Laser- 

tiv 14 auf die Oberflache eines Biochips 15 fokussiert wird. pulses wird ein Triggersignal ausgesandt. Wird das Fluores- 

Im Anregungsstrahlengang 12 ist ein Raumfilter 16 ange- 20 zenzsignal erst nach einer Verzogerung At von 1 bis 2 ns 

ordnel. Der Raumfilter 16 besteht aus einer Sammellinse 17, nach dem Triggersignal gemessen, so ist die Intensitat des 

die das im wesentUchen parallele Licht des Diodenlasers 11 Anregungspulses bei Beginn der Ruoreszenzmessung weil- 

auf ein Pinhole 18 fokussiert. Das aus dem Pinhole 18 aus- gehend abgeklungen. Dadurch wird eine zeitliche Diskrimi- 

tretende divergente Lichtbundel wird durch die Sammel- nierung von Anregungs- und Ruoreszenzlicht ermoglicht. 

linse 19 wieder in einen parallelen Lichtstrahl mit sehr ge- 25 Es konnen daher auch starke Reflexe, die vom Emissionsfil- 

ringer Divergenz umgewandelt, Auf dem Biochip 15 befin- ter 21 nicht vollstandig ausgeblendel werden, oder auch ra- 

den sich fluoreszenzmarkierte Sonden, die durch den Licht- manverschobenes Streulicht, welches den dichroitischen 

strahl 12 angeregt werden. Das von den Fluoreszenzsonden Strahlteiler 13 und den Emissionsfilter 21 passieren kann, 

emittierte Ruoreszenzlicht wird wiederum durch das Mikro- vom eigentlich interessierenden Ruoreszenzsignal unter- 

skopobjektiv 14 gesammelt und zu einem Emissionshchl- 30 schieden werden. Wird zusatzhch zur zeitlichen Korrelation 

strahl 20 gebiindelt. Die Strahlengange des Anregungs- und des Ruoreszenzsignals mit den einzelnen Anregungspulsen 

des Ruoreszenzlichts werden am dichroitische Strahlteiler eine zeitaufgeloste Messung des Ruoreszenzsignals durch- 

13 geteilt, Wahrend das vom Laser konmiende kurzwelli- gefuhrt, so konnen aus dem Abklingverhalten des Ruores- 

gere Anregungslicht 12 am Strahlteiler 13 im wesenUichen zenzsignals weitere Informationen gewonnen werden. Wer- 

reflektiert wird, Uransmittiert der Strahlteiler 13. das vom 35 den beispielsweise zwei Sonden mit unterschiedlicher Ruo- 

Trager 15 ausgehende langwelligere Fluoreszenzlicht 20. reszenzlebensdauer eingesetzt, so kann man aus dem Ab- 

Dadurch ist es moglich, dasselbe Mikroskopobjektiv 14 so- klingverhalten Ruckschlusse auf die relativen Anteile der 

wohl fur das Anregungslicht als auch fur das Ruoreszenz- beiden Sonden Ziehen. 

licht zu verwenden. Das Ruoreszenzlicht 20 durchlauft ei- [0061] In Fig. 3 ist ein prinzipielles Ablaufschema des er- 

nen als LangpaB oder als auf die Ruoreszenzwellenlange 40 findungsgemaBen Verfahrens dargestellt. Zunachst wird der 

abgestimmten BandpaB ausgebildeten Emissionsfilter 21, Chip 15 mil Hilfe des xy-Verschiebetischs 31 so positio- 

der refiektierte oder gestreute Anteile des Anregungslichtes niert,.daB der Anregungslaserstrahl 12 auf den ersten MeB- 

12 herausfiltert, Uber einen Spiegel 22 wird das emittierte punkt fokussiert ist (vergl. Fig. 1). Ein erster Laserpuls (i = 

Ruoreszenzlicht 20 zu einer Sanamellinse 23 geleitet, die 1) mit einer Pulsbreite von weniger als einer Nanosekunde 

den Strahl auf ein als konfokale Blende ausgebildetes Pin- 45 regt die im Fokus des Anregungslichtstrahls befindlichen 

hole 24 fokussiert. Unmittelbar nach dem Pinhole 24 ist ein Ruoreszenzsonden zu Emission von Ruoreszenzlicht an, 

Detektor 25 angeordnet, beispielsweise. ein Single Photon das nach einer Verzogerung At von ca. 2 ns nach dem Laser- 

Avalange Detektor, Der Detektor 25 wandelt das gemessene puis wahrend eines MeBintervalls Atm von ca. 15 ns zeitauf- 

Ruoreszenzlicht in ein elektrisches Signal um. das iiber eine gelost detektierl wird. Pro MeBpunkt der Chipoberflache 

Leitung 26 zu einem Korrelator 27, etwa einem Single Pho- 50 wird eine bestimmte Anzahl i^ax Einzelmessungen durchge- 

ton Counter und Boxcar-Avarager, iiberU-agen wird, der zeit- fuhrt Bei einer Pulsrepetitionsrate des Lasers von 50 MHz 

korreliertes Zahlen einzelner Photonen ermoglicht. Die konnen beispielsweise in^ax = 5000 Einzelmessungen pro 

Zeitkorrelation des gemessenen Ruoreszenzsignals erfolgt MeBpunkt innerhalb von 100 fis durchgefiihrt werden. Die 

iiber eine Triggerleitung 28, uber welche der Diodenlaser 11 imax zwischen zwei Anregungspulsen gemessenen Ruores- 

mit jedem emittierten Laserpuls ciii Triggersignal an den 55 zenzsignale werden dann zur Verbesserung des Signal- 

Korrelator 27 sendet. Das Fluoreszenzsignal wird mit einer /Rauschverhallnisses aufintcgriert und gemiitelt. Wcnn die 

Zeitauflosung von 350 ps erfaBt und iiber eine Datenleitung vorgegebene Zahl von Einzelmessungen an einem MeB- 

29 an einen Computer 30 iibermittelt und dort gespeicherl, punkt erreicht ist, kann der Verschiebetisch 31 um ein be- 

ausgewertet und gegebenen falls graphisch dargestellt. slimmtes Inkrement Ax und/oder Ay (beispielsweise 1 pm) 

[0058] Der Biochip 15 ist auf einem xy- Verschiebetisch 60 bewegt werden, so daB sich der Fokus des Anregungslaser- 

31 angeordnet, der von Schriltmotoren 32 angetrieben wird. strahls nun an einer anderen Stelle auf der Oberflache des 

Die Steuerung der Schrittmotoren 32 erfolgt uber eine Lei- Biochips befindet. Dieser Zyklus wird solange wiederholt 

tung 33 durch den Computer 30. Der Verschiebetisch 31 ist bis der gewiinschte zweidimensionale Bereich des Biochips 

sowohl in der Zeichenebene der Fig. 1 in der durch den abgelastet ist. 

Doppelpfeil angedeuteten Richlung, als auch in einer zur 65 [0062] Es ist aber auch moglich, die in,ax Einzelmessungen 

Zeichenebene senkrechten Richtung verschiebbar. durchzufuhren, wahrend der Vcrschiebetische kontinuier- 

rAAcoi Tr» 175« o ;ct Hoc Prin-yJo HRr vpJtirnnvHprtp.n FIno- lich he.wept wird. Ax und/oder Av entsprechcn dann der er- 
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gen Zahlenwerten zu Pulsfrequenz und Anzahl der aufzuin- 
tegrierenden Einzelmessungen - bei einer Abtastgeschwin- 
digkeit von 10 mm/s eine Aufldsung von 1 pm realisiert 
werden. 

Beispiele 

1 . QualitatskontroUe 

Hintergrundbestimmung und ReinheitskontroUe 

[0063] Fur die empfindliche Messung von Biochips ist es 
vorteilhaft, wenn das Tragermaterial eine moglichst geringe 
Eigenfluoreszenz an der Oberflache aufweist. Mit dem erfin- 
dungsgemaBen nuoreszenzscanner, wie er im Zusammen- 
hang mit Fig. 1 naher beschrieben wurde, laBt sich die Be- 
schaffenheit von Trageroberflachen sehr gut kontrollieren. 
In Fig, 4 sind die mit dem erfindungsgemaBen Fluores- 
zenzscanner gemessenen Hintergrundsignale verschiedener 
Materialien dargestellt. Aufgetragen ist die relative Fluores- 
zenzintensitat bezogen auf Glas (= 1.00). Materialien, deren 
Eigenfluoreszenz in der GroBenordnung von Glas oder dar- 
unter liegt. sind als Trager fiir Biochips besonders geeignet. 
[0064] Ein Vorteil des konfokalen MeBprinzips des erfin- 
dungsgemaBen Ruoreszenzscanners ist es, daB nur das 
Ruoreszenzlicht eines kleinen Raumausschnittes (beispiels- 
weise mit einer Tiefe von 10-20 pm) detektiert wird. Dies 
ermoglicht es, in transparenten Materialien ein Tiefenprofil 
der Ruoreszenz aufzunehmen bzw, das Material dreidimen- 
sional zu durchleuchten. Auf diese Weise laBt sich genau 
nachvoUziehen, ob die gemessenen Fluoreszenzsignale aus 
dem Tragermaterial selbst stammen oder ob es sich um Ver- 
unreinigungen auf der Oberflache handelt. In Fig. 5 sind 
Messungen der Ruoreszenzintensitat I (in willkurlichen 
Einheiten) aus drei Bereichen (Luft L, Oberflache O und 
dem Inneren I des Materials) dargestellt. Die Verunreinigun- 
gen auf der Oberflache sind deutlich zu erkennen. Diese sind 
nicht photostabil und bleichen bei andauemder Belichtung 
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und 13 (Gly 12 wt AGC TGG TGG CGT A; Asp 12 AGC 
TGA TGG CGT A; Asp 13 TGG TGA CGT AGG C; Val 12 
AGC TGT TGG CGT A; Mutationen unterstrichen) wurden 
jeweils als 200 \im Spots an Oberflachen gekoppelt. Nach 
5 stringenter Hybridisierung einer 24mer Cy5 Probe mit einer 
zu Asp 12 komplementaren Sequenz (60 min bei 3TC in 6 x 
SSPE Puffer mit 0.1% Tween 20) wurde die Oberflache 
stringent gewaschen (2 x SSPE Pufifer mit 0,1% Tween 20). 
Nach Scannen der Oberflache mit dem erfindungsgemaBen 
10 Ruoreszenzscanner wurde die Diskriminierung zwischen 
Perfect Match (Val 12) und Mismatches ausgewertet. Das 
Ergebnis (Mittelwert und Standardabweichung aus jeweils 3 
Einzelmessungen) ist in Fig. 7 dargestellt 
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3.2 Messung ohne Waschschritt 



aus. 



2. Messung von reflektierenden Oberflachen 



[0065] Fiir viele Anwendungen (beispielsweise Oligo- 
S AMs auf Gold oder elektrisch adressierbare Biochips) wer- 
den metallische TVagermaterialien wie z. B. Gold benotigt. 
Die Messung auf diesen Oberflachen ist bei vielen Scannem 
nicht oder nur durch ein aufwendiges Filtersystem moglich, 
da glatte Metalloberflachen das Anregungslicht reflektieren 
und so sehr hohe Hintergrundsignale erzeugt werden. Bei 
Messungen mit dem erfindungsgemaBen Ruoreszenzscan- 
ner ist es durch zeitdiskriminierte Messungen moglich, 
diese Hintergrundsignale zeitlich auszublenden. Damit kon- 
nen hochempfindliche Ruoreszenzmessuhgen auf Metall- 
oberflachen bei sehr niedrigem Hintergrund durchgefuhrt 
werden. In Fig. 6 ist die mit einem erfindungsgemaBen 
Scanner gemessene Ruoreszenz (in willkurlichen Einhei- 
ten) einer Pyrex-Glasoberflache dargestellt, auf die 100 ^im 
groBe Goldquadrate aufgebracht wurden, Wird die Oberfla- 
che direkt gemessen (Grenzschicht Gold/Luft bzw, Glas/ 
Luft), zeigen die Gold beschichteten Stellen ein niedrigeres 
Signal als das umgebende Glas. 

3. Hybridisierungsexperimente 

3.1 200 pm Spots 

[0066] Vier 13-mer Capiure-Sonden aus dem Ki-ras Gen 
mil Wildlyp und 3 verschiedenen Mutationen in Kodon 12 



[0067] Mit den Chips aus dem Beispiel 3.1. wurde eine 
Messung direkt nach einer Stunde Hybridisierung mil 40 \iL 
10 pM 24mer-Cy5-Sonde, ohne weitere Waschritte oder 

20 Wechsel der Hybridisierungslosung durchgefuhrt. Durch 
das konfokale MeBprinzip ist eine effektive Ausblendup*- 
der Molekiile in Losung moglich. Der Anstieg des Bac 
grounds ist < 1%. Ab einer Cy5 Sondenkonzentration von 
10"^^ M ist kein Anstieg des Backgrounds mehr zu erken- 

25 nen. 

3.3 10 ^im Spots 

[0068] Auch sehr kleine Spots lassen sich mit dem erfin- 
30 dungsgemaBen Ruoreszenzscanner detektieren und raum- 
lich auflosen. In Fig- 8 ist die Ruoreszenzintensitat entlang 
einer Linie (Breite 1 Pixel = 1 \im) durch ein Array eines 18- 
mer-Oligos (Sequenz des Perfect Matches (PM): 5TATT- 
CAGGCTGGGGGCTG-3') nach Hybridisierung mit einer 
35 55-mer-Cy5-Probe dargestellt. Die Spots haben einen 
Durchmesser von ca. 10 pm und einen Mittenabstand von 
50 pm. An den steilen Ranken in Fig. 8 ist die sehr gute 
Aufldsung des. Scanners bei Verwendung eines lOOx/1.25 
Olobjektivs zu sehen. Die optische Auflosung ist im daige- 
40 steUten Beispiel besser als 3 pm (90%/10%). 

3.4 SH-modifizierte Oligonukleotide auf Goldoberflachen 

[0069] Eine Glasoberflache wurde mil 100 ^ini groBen 
45 Quadraten aus Gold beschichtet. Drei Regionen der Oberfla- 
che wurden mit 3 verschiedenen SH-modifizierten 18-meren 
(Sequenz des Perfect Matches (PM): 5TATT- 
CAGGCTGGGGGCTG-3') derivatisiert. Es wurde mit ei- 
ner Cy5-Sonde hybridisiert und niedrig stringent gewaschen 
50 (0.2 X SSCT). In Fig. 9 sind die Mittelwerte und Standard- 
abweichungen aus jeweils 5 Einzelmessungen fur Perfect 
Match (PM), ein Missmatch (1 MM) und 2 Missmatches 
(2 MM) dargestellt. Die relativ starken Schwankungen der 
MeBwerte wurden in diesem Beispiel durch eine inhomo- 
55 gene Derivatisierung der Goldoberflache verursacht. 

4. Dynamischer Bereich 

[0070] Fur die Genauigkeit und Zuverlassigkeit der Fluo- 
60 reszenzmessungen ist die Dynamik und Linearitat des MeB- 
bereiches von entscheidender Bedeutung. Bei der Messung 
von Biochips mit immobilisierten Reagenzien wird der 
MeBbereich durch drei Parameter bestinmit: (1) der unteren 
Nachweisgrenze des Gerates, (2) dem MeBbereich des Gera- 
65 tes und (3) der maximale Bindungskapazitat der einzelnen 
Reagenzienspots. Um den MeBbereich des Gesamtsystems 
zu testen wurde ein DNA-Chip hergestellt, bei dem eine ma- 
ximale Belegung der Spotoberflachen mil einem 18-mer 
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Oligo gewahrleislet war. Der Spotdurchmesser belrug ca. 
. 200 \im. Dieser Chip wurde mil steigenden Konzentrationen 
an Cy5-markiertem Oligo hybridisierl und nach einem 
Waschschritt vermessen. Das Ergebnis ist in Fig. 10 darge- 
stellt. Die Detektionseinheit hat einen dynamischen Bereich 5 
von 4 GroBenordnungen. DiesCT kann durch das Zwischen- 
schalten von Abschwachungsfiltem (MeBwerte "Filter 1" 
und "Filter 2" in Fig. 10) erweiterl werden, bis schlieBlich 
die maximale Sattigung des Spots erreicht ist. Anstelle des 
Einsatzes von Filtem kann man den MeBbereich aber auch lO 
elektronisch erweitem, beispielsweise durch Abschwachen 
der Empfindlichkeit des Detektors. Das Gesamtsystem QDe- 
tektor und Biochip) verfiigt somit iiber einen MeBbereich 
von ca, 4-5 GroBenordnungen. Eine Linearitat iiber 3 bis 4 
GroBenordnungen ist dabei je nach Filterwahl sichergestellt. 15 
Die Standardabweichung der Messung liegt innerhalb der 
dargestellten MeBpunkte (der Variationskoeffizient liegt 
zwischen 1 und 6% bei jeweils 3 Einzelmessungen). Mit 
"Blank" ist in Fig. 10 eine Vergleichsmessung ohne hybridi- 
sierte Ruoreszenzprobe bezeichnet. 20 

5. Empfindlichkeit 

[0071] Die Nachweisgrenze des Gesamtsystems (Scanner 
und Hybridisierung) wurde mit einem Biochip bestimmt, 25 
auf dem ein 18-mer Oligo in 10 pm Spots aufgetragen war. 
Es wurde mit steigenden Konzentrationen einer Cy5-Probe 
hybridisiert. 2 |iL der Probenlosung wurden auf den Chip 
aufpipettiert und 1 h inkubiert. Aus den in Fig. 11 darge- 
stellten Resultaten (BG ist Intensitat des Hintergrundsi- 30 
gnals) ergibt sich eine Nachweisgrenze fur dieses Testfor- 
mat von ca. 10"^* mol absolut. Damit liegt die erreichbare 
untere Nachweisgrenze des erfindungsgemaBen Fluores- 
zenzscanners Fall unterhalb von 10"^* mol. 

35. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zum ortsaufgelosten fluoreszenzopti- 
schen Nachweis von auf einer Oberflache eines plana- 
ren Tragers immobilisierten Substanzen, wobei man 40 

(a) einen Anregungslichlstrahl in Form einer Se- 
rie von kurzen Lichtimpulsen auf einen MeBbe- 
reich mit definierter Grofie auf der Oberflache des 
Tragers einstrahlt und jeweils zwischen zwei auf- 
einanderfolgenden Lichtimpulsen Fluoreszenz- 45 
licht detektiert, das von in dem MeBbereich be- 
findlichen immobilisierten Substanzen ausge- 
strahlt wird, 

(b) den Anregungslichlstrahl und den Trager rela- 
tiv zueinander bewegt, 50 

und man die Schritte (a) und (b) solange wiederholt bis 
ein bestimmtes Areal der Oberflache des Tragers abge- 
tastet ist. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man das Fluoreszenzlicht zeitaufgeldst 55 
detektiert. 

3. Verfahren gemafi Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man das Ruoreszenzlicht durch zeitkor- 
reliertes Zahlen einzelner Photonen registriert. 

4. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 60 
durch gekennzeichhet, daB man das Fluoreszenzlicht 
konfokal detektiert. 

5. Verfahren gemaB einem der Anspruche.l bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB man das Fluoreszenzlicht 

> wellenlangenabhangig detektiert. 65 

6. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
Hnrrh ap.kAnn^eichnel. daB man den Anreeuneslicht- 



siert. 

7. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB der durch den Anregungs- 
Uchtstrahl deflnierte MeBbereich auf der Oberflache 
des Tragers eine Durchmesser von 1 bis 20 pm 
(FWHM) aufweist. 

8. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, daB man einen Trager verwen- 
det, auf dem die immobilisierten Substanzen in Form 
eines zweidimensionalen Musters angeordnet sind, wo- 
bei man im Schritt (b) den Anregungslichtstrahl und/ 
Oder den Trager so zueinander bewegt, daB die Ele- 
mente des zweidimensionalen Musters sequentieU ab- 
gelastet werden. 

9. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB man die Oberflache des 
Tragers durch Ablenken des Anregungshchtstrahls ab- 
tastet. 

10. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB man die Oberflache des 
Tragers durch Verschieben des Tragers in einer zu der 
Oberflache parallelen Ebene abtastet. 

11. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB man Anregungslicht ei- 
ner definierten Wellenlange einstrahlt. 

12. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB man Anregungslicht mit 
mehreren definierten Wellenlangen einstrahlt. 

13. Vorrichtung zum ortsaufgelosten fluoreszenzopti- 
schen Nachweis von auf einer Oberflache eines plana- 
ren Tragers immobilisierten Substanzen, mit 
Anregungsmitteln zum Einstrahlen eines Anregungs- 
hchtstrahls in Form einer Serie von kurzen Lichtimpul- 
sen auf einen definierten MeBbereich auf der Oberfla- 
che des Tragers, 

Detcktionsmitteln zum zeitaiifgelosten Detektieren von 
aus dem MeBbereich emittiertem Fluoreszenzlicht zwi- 
schen zwei aufeinanderfolgenden Lichtimpulsen, 
Mitteln zur zeitlichen Korrelation der Anregungs- und 
Detektionsmittel, und 

Steuerungsmittel zur Steuerung der Rclativposition 
von Anregungsstrahl und Trager. 

14. Vorrichtung gemaB Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Anregungs mittel wenigstens einen 
gepulsten Laser umfassen. 

15. Vorrichtung gemaB Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der gepulste Laser ein Diodenlaser ist. 

16. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 13 bis 

15, dadurch gekennzeichnet, daB die Anregungsmittel 
eine konfokale Optik zur Fokussierung des Anregungs- 
hchtstrahls auf der Oberflache des Tragers umfassen. 

17. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 13 bis 

16, dadurch gekennzeichnet, daB die Detektionsmittel 
wenigstens einen lichtempfindlichen Sensor mit 
schneller Antwortzeit umfassen. 

18. VorrichtunggemaB Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Detektionsmittel wenigstens zwei 
Sensoren umfassen, denen Mittel zur speku^len Zerle- 
gung des Fluoreszenzlichles vorgeschaltet sind. 

19. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 13 oder 
18, dadurch gekennzeichnet, daB der Sensor eine Pho- 
todiode, insbesondere eine Lawinen-Photodiode, ein 
Phototransistor oder ein Sekundarelektronenvervielfa- 
cher (Pholomulliplier) ist. 

20. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 17 bis 19 
dadurch gekennzeichnet, daB die Detektionsmittel eine 
konfokale Optik zur Abbildung von aus dem McBbe- 
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fassen. 

21. Vorrichtung gemaB einem der Anspruche 13 bis 
20, dadurch gekennzeichnet, dafi die Steuerungsmittel 
bewegliche Spiegel und/oder akustooptische Deflekto- 
ren zur Ablenkung des Anregungslichtstrahls umfas- 5 
sen. 

22. Vorrichtung gemaB einem der Anspruche 13 bis 
20, dadurch gekennzeichnet, dafi die Steuerungsmittel 
eine Betatigungseinrichtung zur zweidimensionalen 
Verschiebung des TVagers umfassen. 10 

23. Vorrichtung gemaB einem der Anspruche 13 bis 

22, dadurch gekennzeichnet, daB eine Einrichtung zur 
automatischen Fokussierung des Anregungslichtstrahls 
vorgesehen ist. 

24. Vorrichtung gemaB einem der Anspruche 13 bis 15 

23, dadurch gekennzeichnet, daB die immobilisierten 
Substanzen in einem zweidimensionalen Muster auf 
dem Trager angeordnet sind. 

25. Verwendung der Vorrichtung nach einem der An- 
spruche 13 bis 24 zur Auswertung von Biochips, wel- 20 
che an einer planaren Trageroberflache immobilisierte 
Substanzen aufweisen, wobei die immobilisierten Sub- 
stanzen fixierte biologische Sonden und/oder an die 
Sonden gebundene Proben sind. 

26. Verwendung nach Anspruch 25, dadurch gekenn- 25 
zeichnet, daB es sich bei den Sonden um Nukleinsau- 
ren, insbesondere Oligonukleotide handelt. 

27. Verwendung nach einem der Anspruche 25 oder 
26, dadurch gekennzeichnet, daB die immobilisierten 
Substanzen fluoreszenzmarkiert sind. 30 

28. Verwendung gemaB Anspruch 27, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man wenigstens zwei unterschiedli- 
che Ruoreszenzmarker verwendet, die sich in Huores- 
zenzwellenlange und/oder Fluoreszenzabklingkon- 
stante unterscheiden. 35 
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